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研究成果の概要（和文）： HMQC法は超偏極による１３C信号増強法に比べて信号検出感度では劣るが、１３C信号のT1
に左右されることなく、腫瘍代謝の全貌が観察できる。この方法によりがんの代謝過程を解析した結果、代謝経路にお
ける酵素反応の阻害は乳酸生成を僅かに抑制させるのみであるが、乳酸排出を制御するとその蓄積が著しく増加した。
乳酸を標的にした腫瘍代謝への介入ががん治療の一助になろう。
 一方、アルツハイマー病脳においても癌と同じ代謝が疑われており、モデルマウスを用いて解析した。認知症の発症
と脳エネルギー代謝、並びに、乳酸動態との関連が明らかになり、老化による脳機能の低下を予防する抗老化医学の一
助になるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：Aerobic glycolysis is the essential metabolic pathway for energy production in 
tumor cells. Gradient-enhanced heteronuclear multiple quantum coherence spectroscopy (HMQC), a kind of 
signal enhancement technique to truck 13C-MR tracer in vivo, was used to investigate tumor metabolism 
starting with 13C-labeled glucose. The detailed analysis of metabolic profile revealed that PKM2 enzyme 
plays pivotal role to control glycolytic flux. PKM2 inhibitor and activator suppressed lactate production 
and perhaps the metabolic flux bypassed to pentose phosphate pathway. Only the inhibition of lactate 
efflux increased the production of lactate, which indicates to modulate tumor metabolism.
We also investigated the glycolic metabolism in Alzheimer model mouse brain and found that small but 
definite amount of lactate signal present in any aged model mice. We concluded that lactate may play an 
essential role in hypometabolic brain in Alzheimer mouse model either as energy source or signaling 
molecule.

研究分野： 生体医工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
磁気共鳴（MR）法は体内の病変を高解像

度で描出する優れた画像診断法であるが、特
定の信号、例えば、代謝産物やタンパク質の
それを検出し識別することは難しい。一方、
MR 法は放射線を用いないために生体への被
曝が回避でき、繰り返しMR計測することで、
物質の生体内での化学動力学が経時的に追
跡できる。我々はこれまでにＭＲでは低感度
核でありながら、有機代謝産物の骨格を形成
する 13C 核に着目し、この炭素原子に結合し
た検出感度の高い 1H の MR 信号を利用して
間接的に高感度で13C核を計測する多量子コ
ヒ レ ン ス MR ス ペ ク ト ロ ス コ ピ ー
（ Heteronuclear Multiple Quantum 
Coherence: HMQC）法を開発し、生体組織
内でのグルコース代謝解析に応用してきた。
本課題ではこの手法を癌の代謝計測に応用
し、その生体反応を解析した。 
多くの癌細胞は好気的な条件下でもミト

コンドリアでの呼吸をあまり使わずに，グル
コース代謝（解糖系）を亢進させてエネルギ
ー（ATP）を作り出す。この現象はワールブ
ルグ効果と呼ばれ、グルコース代謝が亢進す
ることで解糖系によるエネルギー産生が飛
躍的に高まり，これに対してミトコンドリア
での呼吸が低く抑えられている。この現象は，
エネルギー産生では好気的な条件下でのミ
トコンドリアで酸素を消費する呼吸に比べ
極めて非効率なシステムであるものの，癌が
酸素の消費を抑えて免疫系システムを回避
し、増殖を続けるという利点をもっていると
考えられている。一方で，近年の分子生物学
的解析から，癌細胞におけるグルコース代謝
経路の変化に関する研究が進んできている
ものの，まだその全体像は明らかになってい
ない。我々は HMQC 法により実験動物の腫
瘍組織におけるグルコースの取り込みや乳
酸産生のレベルをリアルタイムでモニター
し、その代謝に関わる種々の酵素活性を阻害
するとそのレベルの変動が鋭敏に検出され
るようになった。このような情報は癌化の分
子機構を考える上で重要であり，代謝過程の
リアルタイム・モニタリングは薬物による癌
抑制の分子機構解明へとつながる可能性が
ある。 

 
２．研究の目的 
ゲノム情報が明らかになり、その遺伝子産

物であるバイオマーカー（代謝産物）の生体
内部での時間的、空間的な振舞いを観察する
ことは、様々な疾患あるいは再生医療におい
て重要な病態変動や治療効果を知る上で重
要となる。近年、プロテオミクスやメタボロ
ームなどシステムレベルでの解析から、バイ
オマーカー分子の探索が始まり、同定された
分子が生体内のどこで、いつ、どのように働
くかを調べて、初めてその重要性が評価でき
るといえる。ことに最近の癌研究は遺伝子変
異の解析から代謝メカニズムの解明へと変

遷しつつある。本課題では核磁気共鳴（MR）
法を用い、生体システムにおける腫瘍組織の
代謝を MR スペクトルにより計測し、MR の
形態画像や癌マーカーとしての抗体などの
集積部位と比較しながら、癌の病理を総合的
に理解するとともに、これらの情報を癌の治
療や診断技術に応用することを目指した。 
 
３．研究の方法 
１．腫瘍組織内の 13C-標識代謝産物による検
出に特化した 13C-1H 二重共鳴用信号検出器
を製作した。これには 13C と 1H に同調させ
た独立の表面コイルを同心円状に配置し、そ
れぞれの信号検出の感度化を図るとともに、
腫瘍サイズに応じて1Hコイルの直径が8、10、
15mm 検出器を製作し、腫瘍組織の成長に適合
させた。 
２．傾斜磁場パルスによるコヒーレンス選択
を利用した HMQC (Heteronuclear Multiple 
Quantum Correlation)のパルス系列を作成し、
13C核MR信号のH核を利用する間接的高感度
検出法を確立し、代謝解析を行った。1H MR
スペクトルによる13C標識化合物の追跡はグ
ルコースや乳酸の 1 位-炭素の化学シフトに
対応する周波数選択パルスを用いて脂質な
どによる背景の不要な信号を排除すること
でスペクトルを簡素化し、解析を容易にする。
バックグラウンドのデータとして、13C 標識
化合物を用いない MR 代謝計測を 1H 核の
STEAM  (STimulated Echo Acquisition Mode) 
法 、 お よ び 、 PRESS(Point REsolved 
SpectroScopy )にて行い、LCModel により信
号強度から化学物質の濃度を推定した。 
 
４．研究成果 
(1) HMQC 法によるがんの代謝解析 
大部分の細胞はグルコースを栄養源とし、

解糖系による一連の反応で代謝されてピル
ビン酸を生成する。このピルビン酸の多くが
ミトコンドリアに取り込まれ、クレブス回路
によって酸化されて ATP を産生し、細胞のエ
ネルギー需要に応えている。しかし、癌細胞
では解糖系から供給されるこのピルビン酸
の多くはミトコンドリアとは離れて、乳酸脱
水素酵素 (LDH)によって乳酸を生成するこ
とから、好気的な条件下でもミトコンドリア
での呼吸をあまり使わずに，グルコース代謝
（解糖系）を亢進させてエネルギー（ATP）
を作り出す。この現象は“ワールブルグ効果”
と呼ばれ 2)、最近の分子生物学的解析から癌
細胞におけるグルコース代謝に関する研究
が進んできているものの，まだその全体像は
明らかになっていない。この癌の特徴的な代
謝活性を 13C-標識グルコースを投与して
HMQC 法にて解析し、腫瘍組織におけるグルコ
ースの取り込みや乳酸産生のレベルから、そ
の代謝に関わる種々の酵素活性との関連を
調べた。ピルビン酸を合成するピルビン酸キ
ナーゼのアイソフォーム PKM2（図１）やその
下流にある乳酸生成の乳酸脱水素酵素（LDH）



(図２)を阻害するとグルコースの取り込み
とともに乳酸の生成が抑制されることが分
かった。このようなグルコースを出発とする
代謝過程の情報は癌化の分子機構を考える
上で重要であるとともに，代謝過程の変析は
薬物による癌抑制の分子機構解明へとつな
がる可能性持っている。 
 

図１ HMQC 法で検出したラットのモデル腫瘍
組織（C6）における 1-13C -グルコースから産生
した 3-13C -乳酸の信号(左)と、ピルビン酸生成阻
害による乳酸生成プロファイル（右）。 
 
この PKM2の阻害効果を詳しく解析すると、

乳酸の生成は著しく阻害されるが、グルコー
スの腫瘍組織への取り込みはほとんど変化
が見られなかった。酵素反応における最終産
物である乳酸の生成が抑制されると、その出
発物質であるグルコースは酵素反応で消費
されずに増加することが予想される（2-コン
パートメントモデルによる解析から）。した
がって、グルコースの取り込みが抑制される
か、グルコースが乳酸以外への反応に消費さ
れることを示している。図３に示すように、
PKM2 は代謝反応を水道に例えると、その蛇口
のコックのような働きをすることが知られ
ている。したがって、PKM2 の活性が抑制され
ても、側副のアミノ酸や拡散の合成にグルコ
ースが消費され、グルコースの蓄積は観察さ
れない。このことから、現時点では PKM2 の

抑制よりも逆に活性化させる方が癌の縮小
に寄与することが示唆されている。これに対
し、LDH の阻害効果は乳酸の生成抑制で見る
限り、きわめて小さいことが推察される（図
２）。 
 

図２ 酵素LDH の阻害による乳酸産生の抑制効果 

○：非抑制、●：抑制 
一方、腫瘍組織において乳酸はグルコース

から始まる一連の代謝反応の最終生成物で
あり、その細胞外への排出機能やプロトン
（ｐH）調節機構にも連動するとともに、乳
酸産生プロファイルは癌の悪性度にも関連
することが示唆されている。そこで、まず細
胞内の乳酸排出、ならびに、取り込みに関わ
るモノカルボン酸輸送体（MCT）やｐH を制
御する Na+/H+交換輸送体(NHE1)、さらには、
プロトンポンプ活性都の関連に着目した。こ
れらの移送体機能を阻害すると、グルコース
取り込みにはおおきな変化は観察されなか
ったが、乳酸生成、ならびに、その細胞内で
の蓄積は著しく増加した。このような乳酸信
号の増加は、上記の解糖系酵素の阻害による
乳酸生成の抑制とは異なり、腫瘍組織での pH
バランスの影響が示唆される。 

図3 グルコース代謝における酵素PKM2 の役割

（Jiang L, Deberardinis RJ. Cancer metabolism: When more 

is less. Nature. 2012;489(7417):511-2より引用、改変） 

 
このように、癌組織におけるグルコースの

乳酸に至る代謝過程とｐH 制御や酵素反応の
阻害剤による影響を解析することから、癌の
効果的な治療に関する情報が得られるもの



と期待される。我々のこれまでの実験から、
グルコース代謝への介入によるがん治療戦
略では、この代謝過程に位置する酵素活性の
阻害よりも、最終生成物である乳酸の細胞内
外への移送を抑制することで治療効果が発
揮されるのではと推察している（図３）。 
HMQC法は近年盛んに利用されているDNPに

よる 13C信号増強法に比べて信号検出感度で
は著しく劣るが、信号の増強は 13C 信号の T1
に左右されることなく、しかも、グルコース
の細胞内取り込みから始まる腫瘍エネルギ
ー代謝の本来の代謝過程が追跡できる点に
特色がある。また、腫瘍組織でのグルコース
代謝の最終産物は乳酸であり、その蓄積が腫
瘍の増殖や浸潤・転移に深く関わると言われ
ていることから、乳酸を標的に腫瘍代謝への
抗癌剤の効果が解析できる本手法は、治療介
入への新たな機会をもたらす可能性がある
と考えられる。 
 
(2) アルツハイマー病脳の代謝解析 
アルツハイマーが発症する原因として、脳

内の組織にタンパク質のベータアミロイド
が蓄積し、脳の神経細胞が死滅すると考えら
れている。実際、ベータアミロイドの画像化
やその除去方法が臨床現場で模索されてい
る。しかし、アルツハイマー病の原因は未だ
に解明されているわけではなく、遺伝、環境
および生活習慣などの複数の因子が絡み合
って、長い期間をかけて脳の中で生じる、複
雑な一連の事象によって発症することが次
第に明らかになってきている。ことに最近に
なって脳内のグルコース代謝を再考するよ
うな提案が見られるようになってきた。例え
ば 、 PET に よ る 好 気 的 解 糖 （ aerobic 
glycolysis）（Proc Natl Acad Sci USA (2010) 
107:17763–17767）やピルビン酸脱水素酵素
キナーゼ（PDK1）と乳酸脱水素酵素（LDHA）
の  過 剰 発 現 （ J Biol Chem. 
2012;287(44):37245-58）などがアルツハイ
マー病の脳で報告され、脳内におけるグルコ
ース代謝の変化が病態と関連することが疑
われている。 
我々はこれまでがんにおける好気的解糖

を MR 法で解析してきた。これはがんの糖代
謝をFDG-PETなどグルコースの取り込みによ
り代謝経路の入り口だけで評価するのでは
なく、解糖系入り口から途中の経路を経て最
終出口までグルコースの取り込みとその代
謝産物である乳酸の消長を追跡する方法で
あり、がん代謝の特質を理解する上で適して
いることが明らかとなってきている。アルツ
ハイマー病にも好気的解糖が疑われている
状況において、MR 法を用いて解糖系を精査す
ることは、そのグルコース代謝と病態との関
連が調べられる点で重要と考えられる。そこ
で、アルツハイマー病モデルマウスの脳内糖
代謝を解析し、がんにおける糖代謝との関連
を調べた。また、アルツハイマー病と糖尿病
との関連、ことにインスリン抵抗性との関連

が指摘されており、当該病変におけるグルコ
ース代謝に対するインスリンの影響、ならび
に、血中グルコース濃度と脳代謝産物との関
連をも本方法にてあわせて調べた。 

図 4 LASER 法で測定したアルツハイマー病モ
デルモデルマウス脳の 1H NMR スペクトル。 
 

 
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の モ デ ル マ ウ ス
（3xtg-AD）の H-1 NMR スペクトルを LASER
法にて TE を 144ms（乳酸のメチル基信号が
J-変調により下向きで観察される条件）に設
定して測定すると、グルコース代謝の最終産
物である乳酸のメチル基信号が1.35ppmに観
測された（図４）。この乳酸信号強度は週齢
が対応するコントロール動物に比べて優位
に高く、3 か月から 2 年にわたるいずれの週
齢のマウスにおいてもこの高強度の乳酸レ
ベルが計測され、乳酸はアルツハイマー病脳
の特質の一つであると推定される。 
しかしながら、これらの乳酸レベルを詳し
く観察すると、同一の母体から生まれた
3xtg-AD マウスでも、乳酸レベルにはバラツ
キが見られ、極端に大きな固体から、ほとん
ど乳酸が観測されない固体までが存在する
ことが分かった。一般に、アルツハイマー病
脳ではグルコース代謝が低下することが知
られているが、中には代謝が亢進する場合も
報告されている。また、アルツハイマー病モ
デルマウスでは三つの原因遺伝子を併せ持
つが、病状の進行、特に脳代謝への影響は固
体の個性の影響を受けることが考えられる。
モデル動物を使った実験ではこの点を考慮
する必要があろう。 
また、この乳酸の由来を調べるために、13C
標識のグルコース、および、乳酸を投与した。
ところ、図 5 に示すように、2 時間程度経過
後に13C標識が乳酸のメチル基に検出された。
この標識の出現速度は、正常な脳組織におけ
るグルコース代謝とほとんど変わりがなか
った。 
ところが、13C 標識の乳酸を投与したところ、
これまでに知られている乳酸の取り込みよ
りも著しく早い取り込みが明らかとなった。
しかも、この乳酸には 13C 標識が含まれてお
らず、投与された乳酸からではない、別のル
ートから標識を持たない乳酸が生成してい
ることが分かった。このような乳酸の挙動は
癌のそれと類似するとともに、アルツハイマ



ー病脳のエネルギー代謝に関わることが示
唆されるとともに、ケトン体とともにグルコ
ースに代わるエネルギー源としての役割を
解明する必要がある。 

図5 アルツハイマー病モデルマウスの脳におけ
る1-13C-グルコース投与後の代謝プロフィル。右
側には投与前と投与後110分での乳酸領域を拡大
している。1-13C-グルコースから生成された乳酸
の信号が識別できる。 
 
グルコースをエネルギー源にする生体は、
それが利用できない事態に陥ると、さまざま
な代替物質を動員して生命の維持を図る。そ
の一例として、低血糖症における脳は主とし
てケトン体を活用すると考えられている。し
かし、最近、3-ヒドロキシ酪酸の増加が見ら
れないケースも報告される一方で、乳酸にも
注目が集まるようになってきた。例えば新生
児の低血糖症や脳損傷では脳で乳酸が利用
され、がんのワールブルグ効果による乳酸や
疲労時の乳酸代謝も再検討されようとして
いる。糖代謝が低下すると考えられているア
ルツハイマー病の脳代謝をでは、グルコース
と乳酸が関わる代謝反応を詳しく解析する
ことは、アルツハイマー病の病因を代謝から
解明する糸口になるものと期待される。 
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